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Die Erfindung betrifft einen stabilen virussicheren Faktor VIII- 
Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher 
struktureller Integritat enthalt und frei ist von niedermoleku- 
laren vWF-Molekulen und proteolytischen vWF- Abbauprodukten . Des- 
weiteren betrifft die Erfindung Verfahren zur Gewinnung und Her- 
stellung eines stabilen Faktor VIII-Komplexes sowie pharmazeuti- 
sche Praparationen davon. 

Die Blutgerinnung ist ein komplexer ProzeB, der die sequentielle 
Interaktion einer Reihe von Komponenten, insbesondere von Fibri- 
nogen, Faktor II, Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX, 
Faktor X, Faktor XI und Faktor XII einschlieSt. Der Verlust 
einer dieser Komponenten oder die Inhibierung ihrer Funktionali- 
tat fvihrt zu einer verstarkten Blutgerinnungsneigung, die bei 
einigen Patienten lebensbedrohlich sein kann. 

Von Willebrand-Faktor (vWF) zirkuliert im Plasma komplexiert mit 
Faktor VIII, wobei Faktor VIII die Blutgerinnung unterstutzt und 
vWF im Komplex mit Faktor VIII diesen stabilisiert und vor pro- 
teolytischem Abbau schutzt. Durch seine Funktion bei der Platt- 
chenaggregation greift vWF auch direkt in die Blutgerinnung ein. 
Der vWF ist ein Glykoprotein, welches in verschiedenen Zellen 
von SSugern gebildet und anschlieBend in die Zirkulation frei- 
gesetzt wird. Dabei wird in den Zellen ausgehend von einer Poly- 
peptidkette mit einem Molekulargewicht von ca. 220 kD durch 
Ausbildung von mehreren Schwef elbriicken ein vWF-Dimer mit einem 
Molekulargewicht von 550 kD gebildet. Aus den vWF-Dimeren werden 
dann durch Verknupfung weitere Polymere des vWF mit immer hohe- 
rem Molekulargewicht, bis zu 20 Millionen Dalton, hergestellt. 
vWF existiert daher im Plasma in einer Serie von multimeren For- 
men von einem Molekulargewicht von 1 x 10 6 bis 20 x lO 6 Dalton. 
Es wird vermutet, daS insbesondere den hochmolekularen vWF- 
Multimeren eine essentielle Bedeutung bei der Blutgerinnung 
zukommt. 

Neben der Carrier-Funktion fur Gerinnungsf aktor VIII besteht fur 
den vWF die Funktion in der Brucken-Bildung zwischen GefaBwand 
und der Plattchen und Plattchenagglut ination . Die Grundlage zur 



Plattchenagglutination ist durch die Bindung des vWF an Ober- 
f lachen-Rezeptoren ( Glykoproteine lb, Ilb/IIIa) gegeben. Die 
Bindungsstelle innerhalb des vWF zur Bindung an GP lb befindet 
sich im Disulf id-Loop Cys( 509 ) -Cys( 695 ) . Es ist bekannt, daS die 
Plattchenagglutination mit einer Bindung des vWF an das Glyko- 
protein lb beginnt. Nach einem Aktivierungssignal kommt es dann 
zur Bindung des vWF an den Glykoprotein Ilb/IIIa-Komplex und der 
Agglutination. Die Plattchenagglutination setzt somit die Bin- 
dung des vWF an die OberflSchenrezeptoren voraus; durch die 
Bindung mehrerer Piattchen durch ein vWF-Molekul kommt es in 
Folge zur Agglutination. vWF-Plattchenbindung stellt somit die 
molekulare Ursache fur die Plattchenagglutination dar. 

Bei der Hamophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an be- 
stimmten plasmatischen Blutgerinnungsf aktoren gestort. Bei der 
Hamophilie A beruht die Blutungsneigung auf einem Mangel an 
Faktor VIII bzw. einem Mangel an vWF, der ein wesentlicher Be- 
standteil des Faktors VIII darstellt. Die Behandlung der Hamo- 
philie A erfolgt in erster Linie durch Ersatz des fehlenden 
Gerinnungsf aktors durch Faktorenkonzentrate z.B. durch Infusion 
von Faktor VIII, Faktor VIII-Komplexes Oder vWF. 

Das vWF-Syndrom besitzt mehrere Krankheitsbilder , die auf eine 
Unter- oder Uberproduktion des vWFs zuruckzuf lihren sind. So 
fuhrt z.B. eine Uberproduktion von vWF zur vermehrten Neigung 
von Thrombosen, wohingegen eine Unterversorgung durch die Ab- 
wesenheit oder eine Reduktion von hochmolekularen Formen des vWF 
begrundet ist, die sich dadurch manif estiert , daS eine vermehrte 
Blutungsneigung und eine verlangerte Blutungszeit durch eine 
inhibierte Plattchenaggregation auftritt. Der Mangel an vWF kann 
auch eine phanotypische Hamophilie A hervorrufen, da der vWF ein 
wesentlicher Bestandteil des f unktionellen Faktor VIII ist. In 
diesen Fallen ist die Halbwertszeit des Faktor VIII derart ver- 
ringert, daS seine Funktion in der Blutgerinnungskaskade beein- 
trachtigt ist. Patienten mit von Willebrand-Syndrom (vWD) weisen 
daher oftmals Faktor VIII-Def izienz auf. Bei diesen Patienten 
ist die reduzierte Faktor VIII-Aktivitat nicht die Konsequenz 
eines Defekts des X-chromosomalen Genes, sondern ist eine indi- 
rekte Folge der quantitativen und qualitativen Veranderung des 
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vWF im Plasma, Die Unterscheidung zwischen Hamophile A und vWD 
kann normalerweise durch Messen des vWF-Antigens Oder durch Be- 
stimmen der Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat erfolgen. Sowohl der 
vWF-Antigengehalt als auch die Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat ist 
bei den meisten vWD-Patienten erniedrigt, wogegen sie in Hamo- 
philie A-Patienten normal ist. 

Konventionelle Methoden zur Therapie des von Wi 1 lebr and- Syndroms 
erfolgen mit aus Plasma gewonnenem vWF, wobei es eine Reihe von 
Ansatzen gibt, vWD-Patienten mit gereinigtem vWF Oder Faktor 
VIII/vWF-Komplex zu therapieren. 

Die Reinigung von Faktor VIII Oder Faktor VIII-Komplex aus Plas- 
ma Oder Kryoprazipitat wird insbesondere dadurch erschwert, daB 
Faktor VIII nur in sehr geringen Mengen im Plasma vorkommt, 
extrem labil ist und die Assoziation von Faktor VIII mit vWF 
unter spezif ischen Bedingungen reversibel ist. Faktor Vlllwird 
durch Reinigung und Konzentrierung aus Plasma gewonnen, jedoch 
kann es abhangig vom Reinigungsverf ahren zur Instabilitat und 
Verlust der Faktor VIII-Aktivitat aufgrund der Trennung von vWF 
und Faktor VIII wahrend der Reinigung kommen. Das Endprodukt ist 
daher oft eine Mischung aus stabilem Faktor VIII-Komplex und 
instabilem Faktor VIII, sowie von kontamierenden Proteinen, wie 
z.B. Fibrinogen, Fibronektin oder Vitamin K-abhangigen Protei- 
nen, die durch die Reinigung nicht entfernt werden konnten. Auf- 
grund der Instabilitat des gereinigten Komplexes werden Stabili- 
satoren, wie Albumin oder Aminosauren etc., zugesetzt. Die An- 
wesenheit von kontaminierenden Proteinen und/oder Stabilisatoren 
im gereinigten Produkt reduzierten jedoch die spezifische Akti- 
vitat des Faktor VIII-Komplexes . 

Die EP 0 468 181 beschreibt ein Verfahren zur Reinigung von Fak- 
or VIII aus humanem Plasma durch Ionenaustauschchromatographie, 
Elution des Faktor VIII mit hoher Ionenstarke bei saurem pH und 
Sammeln des Eluats in Anwesenheit eines Stabilisators, wie Hepa- 
rin, Albumin und PEG und Lysin oder Histidin als Antiprotease . 
Die spezifische Aktivitat nach Zugabe von Albumin sinkt jedoch 
von 300 bis 1200 U/mg Protein auf 18-24 U/mg Protein. 
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Madaras et al. (Haemostasis 7:321-331 (1978)) beschreiben ein 
Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII an Heparin-Sepharose und 
Elution mit steigenden NaCl -Konzent r a t ionen . Der so erhaltene 
Fak-tor VIII hatte jedoch nur geringe Aktivitat. 

Die US 5,252,709 beschreibt Verfahren zur Trennung von Fak-tor 
VIII, vWF, Fibronektin und Fibrinogen aus humanem Plasma, wobei 
zuerst Faktor VIII, vWF und Fibronektin an einen Ionentauscher 
von DEAE-Typ gebunden werden und anschlieBend durch steigende 
Salzkonzentrationen vom Ionenaustauscher getrennt eluiert 
werden . 

Zimmerman et al. (US 4,361,509) beschreiben ein Verfahren zur 
Reinigung von Faktor VIII, wobei der Faktor VIII/vWF-Komplex an 
einen monoklonalen anti-vWF-Antik6rper gebunden wird und Faktor 
VIII vom Komplex durch CaCl 2 -Ionen dissoziiert wird, Der so er- 
haltene Faktor VIII wird anschlieBend iiber einen weiteren Chro- 
matographieschritt in reiner Form gewonnen, muS jedoch durch 
Zugabe von humanem Albumin stabilisiert werden. 

Durch die Expression von Faktor VIII in rekombinanten Zellen 
(Wood et al. (1984), Nature 312:330-337) konnte Faktor VIII gen- 
technisch hergestellt werden, jedoch konnte erst durch Zugabe 
oder Koexpression von vWF eine kommerziell einsetzbare Ausbeute 
an rekombinantem Faktor VIII erzielt werden. Zur Herstellung 
eines pharmazeutischen Praparates wird vWF jedoch wahrend des 
Reinigungsprozesses bis auf eine unwesentliche Restmenge vom 
Faktor VIII abgetrennt und der gereinigte rekombinante Faktor 
VIII mit Albumin stabilisiert (Griffith et al. (1991), Ann. 
Hematol 63:166-171). 

Fur den Einsatz zur Therapie von Patienten mit Hamophilie A, 
aber auch mit von Willebrand-Syndrom ist ein gereinigter Faktor 
VIII, komplexiert mit vWF, wtinschenswert (Berntorp (1994), 
Haemostasis 24:289-297). Insbesondere wird immer wieder betont, 
daB in Praparaten ohne oder nur einem geringen Gehalt an vWF, 
eine verlangerte Blutungszeit und eine geringe Faktor VIII :C- 
Halbwertszeit in vivo zu beobachten ist. Eine Normalisierung von 
vWF in vivo ist wichtig, urn die Konzentration von Faktor VIII im 
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Plasma sowohl durch Reduktion der Faktor VII I -Eliminierungsrate 
als auch durch die Unterstutzung der Freisetzung von endogenem 
Faktor VIII, aufrecht zu erhalten ( Lethagen et al. (1992), Ann. 
Hematol . 65 : 253-259 ) . 

Die DE 3 504 385 beschreibt die Durchf iihrung einer Ionenaus- 
tauschchromatographie zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex, 
wobei der Faktor VIII-Komplex uber Sulf atgruppen gebunden und 
mit Citratpuf f er, Calciumchlorid und NaCl-Gradient eluiert wird. 
Der Faktor VIII-Komplex wird dabei mit einer Konzentration von 
0,5 M NaCl vom Trager eluiert. 

Die EP 0 416 983 beschreibt die Gewinnung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex aus menschlichem Plasma durch Ausfallung mit einer Kom- 
bination aus Bariumchlorid und Aluminumhydroxid und anschlieBen- 
de Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Fraktogel . 

In der EP 0 411 810 erfolgt die Reinigung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex aus Kryoprazipitat mittels Heparin-Af f initatschromato- 
graphie und anschlieflende Elution des Komplexes mit Calcium- 
chlorid. Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens wird in der WO 
93/22337 beschrieben. Zur Entfernung von kontaminierenden Prote- 
inen, wie Fibrinogen und Fibronektin wird im AnschluB an die 
Elution mit CaCl 2 eine Glycin/NaCl-Fallung durchgef iihrt . 

Zur Reinigung des Faktor VIII/vWF-Komplexes wurde ebenfalls vor- 
geschlagen, kontaminierende Proteine, wie etwa Fibrinogen, mit 
hohen Konzentrationen an Aminosauren, insbesondere von Glycin, 
auszuf alien, den in Losung verbleibenden Faktor VIII/vWF-Komplex 
durch Zugabe eines calcium- und aminosaurehaltigen Puffers zu 
dissoziieren und anschlieSend Faktor VIII und vWF durch Anionen- 
austauschchromatographie getrennt voneinander zu gewinnen (WO 
82/04395) . 

Die US 5,356,878 beschreibt die Herstellung von Faktor VIII- 
Komplex, bei dem kontaminierende Proteine (Fibrinogen, Vitamin- 
K-abhangige Faktoren oder Fibronektin) durch Fallung mit A1(0H) 3 
und PEG abgetrennt, Faktor VIII-Komplex in Gegenwart von Glycin 
und NaCl chemisch virusinaktiviert und anschlieBend die nicht 
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Faktor VI 1 1 - Komplex- s pez i f i schen Proteine durch Gelf iltration 
entfernt werden. 

Hornsey et al. (Thromb. Haemost. 57:102-105 (1987)) reinigten 
Faktor VIII/vWF mittels Immunaf finitfitschromatographie und er- 
reichten eine spezifische Aktivitat von 45 U Faktor VHI/mg 
Protein und 60 U Ristocetin-Aktivitat/mg Protein. Allerdings ist 
das Endprodukt mit 4% Fibrinogen und 2% Fibronektin und vom Tra- 
ger abgelGsten Maus-Antikorpern verunreinigt . 

Mejan et al. (Thromb. Haemost. 59: 364-371 (1988)) schlugen vor, 
Faktor VIII/vWF-Komplex mittels Immunaf f initMt direkt aus Plasma 
zu reinigen. Der gereinigte Komplex wurde mit humanem Serumalbu- 
min stabilisiert und anschlieBend lyophilisert . Mit den be- 
schriebenen Elutionsbedingungen wurde jedoch eine teilweise 
Freisetzung der Antikorper von der S^ule beobachtet, was zu 
einer Kontamination des Eluats mit monoklonalen Antikorpern 
fiihrte und einen zweiten Reinigungsschritt zur Entfernung der 
Antikorper erforderte. Mejan et al. erreichten mit ihrem Verfah- 
ren eine etwa 1 400- f ache Anreicherung des Faktor VIII/vWF-Kom- 
plexes mit einer spezifischen Faktor VIII :C-Aktivitat und 
Ristocetin-Aktivitat von je 20 U/mg Protein, wobei das Produkt 
alle vWF-Multimere enthielt. Nach Stabilisierung des Komplexes 
mit 10 mg/ml Albumin wurde ein Stabilitat von 3-4 Monaten bei 
-20 °C beobachtet. Es wird jedoch immer wieder betont, daS eine 
besondere Schwierigkeit bei der Reinigung des Komplexes darin 
besteht, die Assoziation der Proteine zu erhalten, da beide 
Komponenten im Komplex instabil sind. 

Harrison et al . (Thromb. Res. 50:295-304 (1988)) beschreibt die 
Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex durch Chromatographie an 
Dextransulf at-Agarose. 

Die EP 0 600 480 beschreibt die Reinigung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex mittels Anionenaustauschchromatographie, wobei das 
Eluat, enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, mit Heparin und 
Albumin stabilisiert und gegebenenf alls Lysin und Histidin als 
Antiproteasen zugegeben werden. 
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Kommerziell erhaltlich Faktor VIII / vWF- Praparate weisen zum Teil 
keinen Oder nur einen geringen Anteil an hochmolekularen vWF- 
Multimeren (vWF/HMW) auf und zeigen insbesondere in Abh&ngigkeit 
der Infusionszeit in vivo eine Reduktion der hochmolekularen 
vWF-Multimeren ( Lethagen et al. (1992), Ann. Hematol. 65:253- 
259) . 

Die im Stand der Technik beschriebenen Faktor VI I I - Pr Spar ate 
enthalten zwar zum groBten Teil das gesamte vWF-Multimerpattern, 
jedoch variieren sie im Anteil an HMW-vWF und LMW-vWF und weisen 
sog. Triplett-Strukturen auf, die auf einen proteolytischen Ab- 
bau von vWF-Mul timer en, insbesondere von vWF/HMW, hinweisen 
(Scott et al. (1993), Sem. Thromb. Hemost. 19:37-47, Baillod et 
al. (1992), Thromb. Res. 66:745-755, Mannucci et al. (1992), 
Blood 79:3130-3137). Die Stabilitat dieser PrSparate ist dadurch 
begrenzt . 

Um die Praparate zu stabilisieren, entweder vor der Virusinakti- 
vierung Oder um ein lagerstabiles Praparat zu erhalten, wird 
immer wieder betont, daB die Zugabe eines Stabilisators, wie 
etwa Albumin, erforderlich ist. 

Alle Faktor VIII-Konzentrate, die durch Reinigung des Proteins 
aus humanem Plasma erhalten werden, oder in Kontakt mit biolo- 
gischem Material aus Saugetieren getreten sind, sind auBerdem 
potentiell mit dem Risiko behaftet, mikrobiologische oder mole- 
kulare Pathogene, wie z.B. Viren, zu enthalten. Zur Herstellung 
eines sicheren PrSparates ist daher auch immer eine Inaktivie- 
rung von pathogenen Organismen notwendig. Effektive Inaktivie- 
rungsverf ahren konnen jedoch leicht auch zu einem Verlust der 
biologischen Aktivitat des Faktor VIII-Komplexes fiihren. So 
stellten Palmer et al . fest (Thromb. Haemost. 63:392-402 
(1990)), daB bei einer Hitzebehandluog zur effektiven Virus- 
inaktivierung auch in Gegenwart eines Stabilisators mit einem 
Aktivitatsverlust zwischen 17% und 30% zu rechnen ist. 

Es wird immer wieder betont, daB Faktor VIII /vWF-Konzentrate mit 
einer intakten Multimerstruktur moglicherweise einen guten Ein- 
fluB auf die Blutungszeit hatten, da sie die primare Funktion 
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des vWF, die Plattchenagglutination, ausfuhren und eine hohere 
Affinit&t zu den Plattchenrezeptoren Glykoprotein lb und 
Ilb/IIIa haben als niedermolekulare vWF-Multimere (LMW-vWF) 
(Mannucci et al. (1987), Americ. J. Hematology 25:55-65). Es 
besteht jedoch die Schwierigkeit , daB wShrend des Herstellungs- 
prozesses von Faktor VI I I -Konzentraten ein Abbau insbesondere 
der HMW-vWF-Molekule erfolgt. 

Es besteht daher ein Bedarf an einem Faktor VIII-Komplex mit 
einer ausreichenden spezifischen Aktivitat an Faktor VIII :C und 
vWF-Aktivitat , der eine verbesserte Stabilitat aufweist und der 
auch ohne Zugabe eines nicht-Faktor VIII/vWF-Komplex-spezif i- 
schen Stabilisators iiber einen langeren Zeitraum stabil bleibt. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit einer verbesserten Stabilitat zur Verfugung 
zu stellen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch zur Verf ugungstellen 
eines Faktor VIII/vWF-Komplexes, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthalt und frei ist von niedermolekularen vWF- 
Molekulen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten, gelost. 

Die spezifische Plattchenagglutination gibt das Verhaltnis von 
Ristocetin Co-Faktor-Aktivitat und vWF-Antigengehalt wieder. 
Eine hohe spezifische Plattchenagglutinationsaktivitat gibt 
daher die spezifische Aktivitat der Multimeren an. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung konnte sowohl fur plasmatischen vWF (p- 
vWF) als auch rekombinanten vWF (r-vWF) bzw. Faktor VIII/vWF- 
Komplex gezeigt werden, daB bei einem hohen Multimerisierungs- 
grad des vWF die spezifische Plattchenagglutination (RistCoF / 
vWF:Ag) wesentlich erhoht ist im Vergleich zu niedermolekularen 
Multimeren. 

Niedermolekularer p-vWF (p-vWF/LMW) und niedermolekularer r-vWF 
(r-vWF/LMW) besitzen nur sehr geringe Plattchenagglutination. 

Diese Situation kann dadurch verdeutlicht werden, daB durch die 
sehr kurze vWF-Kette es zu keiner stabilen Verbindung mehrerer 
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Plattchen konunt. Demgegenuber konnen hochmolekulare (lange) vWF- 
Multimere mehrere Plattchen miteinander stabil verbinden. 
Es wurde gezeigt, daB sowohl hochmolekularer p-vWF (p-vWF/HMW) 
als auch hochmolekularer r-vWF (r-vWF/HMW) in konzentrationsab- 
hangiger Weise an Plattchen binden und eine htthere spezifische 
Plat tchenagglutinationsaktivi tat aufweisen als niedermolekulare 
vWF-Multimere . 

Der erfindungsgem^Be stabile Faktor VIII/vWF-Komplex besitzt 
daher eine spezifische vWF-PiattchenagglutinationsaktivitSt von 
mindestens 50 U/mg vWF:Ag. 

Im Plasma kommt Faktor VIII/vWF im Komplex in einem molaren Ver- 
haltnis von ungefahr 1:50 vor. Es wurde f estgestellt , daB dieses 
Verhaltnis im Plasma notwendig ist, urn einen guten Schutz gegen 
proteolytischen Abbau, insbesondere durch Protein C, zu gewahren 
(Vlot et al. (1995), Blood 85 : 3150-3157 ) . 

GemaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung besitzt 
der erf indungsgemaBe Faktor VIII/vWF-Komplex ein molares Ver- 
haltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 100. Dies be- 
deutet, daB der Komplex ein Verhaltnis von Faktor VIII-Molekulen 
zu vWF-Molekulen zwischen 1: 100 bzw. 100:1 aufweist. Vorzugs- 
weise liegt das molare Verhaltnis von Faktor VIII zu vWF zwi- 
schen 1:30 und 1:70 betragt, besonders bevorzugt bei 1:50, wobei 
durch den hohen Anteil an vWF/HMW im Komplex ein optimales Ver- 
haltnis zum Schutz gegen proteolytischen Abbau erhalten wird. 

Erf indungsgemaB wird weiter ein stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex 
zur Verftigung gestellt, der hochmolekulare plasmatische vWF- 
Multimere mit einer Duplett-Struktur enthalt. 

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung f estgestellt , daB 
aus Plasma Oder Kryoprazipitat ein durch ein chromatographisches 
Verfahren gereinigter Faktor VI I I -Komplex erhalten wird, der aus 
vWF-Multimermolekulen besteht, die eine Duplettstruktur aufwei- 
sen. Dies war insbesondere deshalb iiberraschend, da aus Plasma 
Oder Kryoprazipitat gereinigter vWF oder Faktor VIII/vWF-Komplex 
nur mit einer Triplettstruktur der vWF-Multimeren bekannt war. 
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Diese Triplettstrukturen entstehen durch proteolytischen Abbau 
von vWF-Multimeren und weisen auf eine Instabilitat der vWF- 
Multimere hin. Von Palmer et al. (Thromb. Haemost. 63:392-402 
(1990)) wurde beschrieben, daS bei der Herstellung von Faktor 
VIII-Konzentrat aus heparinisiertem Plasma und anschlieflender 
Virusinaktivierung das normale Triplettmuster sich verandert, 
und die Intensitat der Triplett-Bande mit dem niedrigsten Mole- 
kulargewicht stark zunimmt, was auf einen verstfirkten proteoly- 
tischen Abbau der vWF-Multimere hinweist. Im Gegensatz dazu wird 
bei der vorliegenden Erfindung ein Faktor VIII/vWF zur Verfugung 
gestellt, dem dieses vWF-Abbauprodukt vollkommen fehlt und der 
im wesentlichen die 2 Banden des ursprunglichen Tripletts mit 
dem hoheren Molekulargewicht enthalt. 

GemaB einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird ein 
stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfugung gestellt, der 
hochmolekulare rekombinante vWF-Multimere mit einer Singulett- 
Struktur enthalt. Es wurde durch Multimeranalyse f estgestellt , 
daB die vWF-Multimeren von rekombinantem vWF lediglich eine 
Singulettbande aufweisen, eine hohe strukturelle Integritat 
besitzen und frei sind von jeglichen proteolytischen vWF-Abbau- 
produkten. Der erf indungsgemaBe Faktor VI I I -Komplex, enthaltend 
hochmolekulare rekombinante vWF-Molekiile mit einer hohen struk- 
turellen Integritat, ist daher sehr stabil und frei von nieder- 
molekularen vWF-Multimeren und vWF-Abbauprodukten. 

Der erf indungsgemaBe stabile Faktor VIII/vWF-Komplex ist vor- 
zugsweise frei von Plasmaproteinen, insbesondere von Plasma- 
proteasen, und frei von Fibrinogen und Fibronektin. Da Plasma- 
proteasen und Plasmaproteine, insbesondere aktivierte Plasma- 
proteine, wie Protein C, Faktor Ila Oder Faktor IXa, vWF oder 
Faktor VIII proteolytisch degradieren und der erf indungsgemaBe 
Komplex frei von Plasmaproteinen ist, besitzt er eine erhohte 
Stabilitat und Integritat der Proteine im Komplex. 

Der erf indungsgemaBe Komplex besitzt gegen proteolytischen Abbau 
eine erhohte Resistenz, wodurch er beispielsweise bei Raumtempe- 
ratur, fur mindestens 48 Stunden, vorzugsweise fur mindestens 6 
Tage stabil ist, und in lyophilisierter Form bei 4°C Oder Raum- 



temperatur mehr als 2 Jahre lagerstabil ist. 

Der erf indungsgemaBe Faktor VIII/vWF-Komplex ist derart stabil, 
daS er als virussicherer Komplex zur Verfugung gestellt werden 
kann. Die Virussicherheit ist durch Verfahrensschritte zur Be- 
handlung des Komplexes zur Inaktivierung von Viren bzw. Abrei- 
cherung von Viren gewahrleistet . 

Zur Inaktivierung von Viren eignet sich insbesondere eine Hitze- 
behandlung in Losung bzw. festem, vorzugsweise lyophilisiertem 
Zustand, welche sowohl lipidumhiillte als auch nicht-lipidumhiill- 
te Viren verlaBlich inaktivieren kann. Beispielsweise wird der 
erf indungsgemaSe Komplex gem£S der EP 0 159 311 in festem, 
nassen Zustand hitzebehandelt . Andere Verfahren zur Virusinakti- 
vierung umfassen auch die Behandlung mit Detergenzien oder chao- 
tropen Substanzen, beispielsweise gemaB der EP 0 519 901, WO 
94/13329, DE 44 34 538 und, EP 0 131 740. 

GemaS einen weiteren Aspekt der Erfindung wird ein stabiles, 
virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat , enthaltend insbe- 
sondere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher struktureller 
Integritat, zur Verfiigung gestellt. Die hochmolekularen vWF- 
Multimeren bestehen vorzugsweise aus einer Singulett- Oder einer 
Duplett-Struktur und sind frei von niedermolekularen vWF-Multi- 
meren und proteolytischen Abbauprodukten des vWF. Es hat sich 
uberraschenderweise gezeigt, daB das erf indungsgemaSe Faktor 
VI I I -Komplex-Konzentrat derart stabil ist, daB eine Behandlung 
zur Virusinaktivierung, wie etwa oben beschrieben, die Stabili- 
tat der Proteine, insbesondere der hochmolekularen vWF - Mul timer e 
im Komplex nur unwesentlich beeintrachtigt und daS dadurch die 
spezifische Aktivitat von Faktor VIII :C und vWF-Ristocetin-Akti- 
vitat im Faktor VIII-Komplex oder Faktor VI I I - /Komplex-Konzen- 
trat bei einem Virusinaktivierungsschritt nur bis zu maximal 10% 
herabgesetzt ist. Bei bisher bekannten Faktor VIII-Komplex-Kon- 
zentraten war bei der Virusinaktivierung mit einem Verlust der 
Aktivitat zwischen 20 und 30 % zu rechnen. Der erf indungsgemaSe 
Faktor VIII/vWF-Komplex zeigte im Neoantigentest keine Verande- 
rungen der Antigenstruktur nach dem Virusinaktivierungsschritt, 
was die Stabilitat der Proteine im Komplex bestatigt. Aufgrund 
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der hohen Stabilitat der hochmolekularen vWF-Multimeren ist auch 
eine hohe spezifische Plattchenagglutinationsaktivitat von min- 
destens 50 U/mg vWF:Ag im erfindungsgem^Ben Faktor VIII-Komplex- 
Konzentrat gewahrleistet . 

GemaB einer besonderen Ausf uhrungsf orm enthalt das erf indungsge- 
maBe stabile, virussichere Faktor VIII-Komplex-Konzentrat Faktor 
VIII und vwF in einem molaren Verhaltnis von Faktor VIII zu vWF 
zwischen 0,01 und 100, vorzugsweise zwischen 0,05 und 1. Das 
Faktor VIII-Komplex-Konzentrat ist insbesondere frei von Plasma - 
proteinen, insbesondere von Plasmaproteasen, und frei von mikro- 
biologischen und molekularbiologischen Pathogenen. 

Zur Verbesserung der Stabilitat von gereinigten Proteinen werden 
gew6hnlicherweise Stabilisatoren, wie etwa Albumin, zugesetzt. 
Dabei wird jedoch durch die Zugabe des Fremdproteins die spezi- 
fische Aktivitat des gereinigten Proteins herabgesetzt • vWF ist 
ein naturlicher Bestandteil des Faktor VIII-Komplexes . Es wurde 
gefunden, daB durch Zugabe von hochmolekularen vWF-Multimeren 
(vWF/HMW) zu einer gereinigten Faktor VIII-Fraktion aus Plasma 
oder aus rekombinanten Zellkulturen die Stabilitat von Faktor 
VIII erh6ht wird. Ebenso wurde gefunden, daB durch Zugabe von 
vWF/HMW zu einem gereinigten Faktor VIII-Komplex die Stabilitat 
des Komplexes verbessert werden kann. Auf den Zusatz von iibli- 
cherweise verwendeten Stabilisatoren kann daher verzichtet wer- 
den. In Ausnahmef alien kann gegebenenf alls auch wahrend der Ge- 
winnung ein Proteaseinhibitor zugesetzt werden, urn die intakte 
Struktur, insbesondere der vWF/HMW zu erhalten. 

Erf indungsgemaB wird weiter eine pharmazeutische Zusammenset- 
zung, enthaltend einen erf indungsgemaflen stabilen Faktor 
VIII/vWF-Komplex oder ein erf indungsgemaSes virussicheres, sta- 
biles Faktor VIII-Komplex-Konzentrat, zur Verfiigung gestellt. 

In einer besonderen Ausf uhrungsf orm enthalt die pharmazeutische 
Zusammensetzung einen physiologisch akzeptablen Trager oder 
Puffer. Die Formulierung der erf indungsgemaBen pharmazeutischen 
Preparation kann in an sich bekannter und ublicher Weise erfol- 
gen, z.B. mit Hilfe von Salzen und gegebenenf alls AminosSuren, 
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aber auch in Gegenwart von Tensiden vorgenommen werden. Aufgrund 
der oben beschriebenen hohen Stabilitat des Komplexes kann auf 
die iiblicherweise verwendeten Stabilisatoren Oder Protease- Inhi- 
bitoren in der pharmazeutischen Zusammensetzung gegebenenf alls 
auch verzichtet werden. 

Der erfindungsgemaBe stabile Faktor VIII/vWF-Komplex wird vor- 
zugsweise als hochreines Produkt erhalten, welches durch chroma- 
tographische Reinigungsverf ahren erhalten wird. Die chromatogra- 
phische Reinigung erfolgt insbesondere durch Ionenaustauschchro- 
matographie und/oder Af f initatschromatographie. Daflir k5nnen 
u.a. Mater ialien zum Anionenaustausch, wie synthetische Trager- 
materialien oder Tr£ger auf Kohlehydratbasis, mit Liganden, wie 
DEAE, TMAE-, QAE- , Q-, oder Aminoalkylgruppen herangezogen wer- 
den, bzw. fur die Aff initatschromatographie Tr^ger mit immobi- 
lisierten Substanzen, die eine spezifische Affinitat fur vWF 
aufweisen. Geeignete Af f initatsmaterialien enthalten beispiels- 
weise Heparin. 

GemaS einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird 
daher ein Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF- 
Komplex zur Verfugung gestellt. Dabei wird Faktor VIII/vWF- 
Komplex aus einer Proteinlosung bei einer niedrigen Salzkonzen- 
tration an einen Af f initatstreiger , vorzugsweise einen Heparin- 
Af finitatstrager, gebunden und stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex 
bei einer hohen Salzkonzentration gewonnen. Der Komplex wird 
dabei vorzugsweise an immobilisiertes Heparin bei einer Salz- 
konzentration von < 150 mM gebunden und bei einer Salzkonzentra- 
tion von > 200 mM und < 300 mM eluiert. In einer besonders be- 
vorzugten Aus fuhrungs form der vorliegenden Erfindung wird Faktor 
VIII/vWF-Komplex in einem CaCl 2 -freien Puffersystem durchge- 
fuhrt. Auf diese Weise lassen sich Faktor VIII/vWF-Komplexe, 
enthaltend niedermolekulare vWF-Molektile bzw. hochmolekulare 
vWF-Molekule, selektiv voneinander trennen und Faktor VIII/vWF- 
Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF-Molekiile, 
kann bei einer hoheren Salzkonzentration gewonnen werden. Fur 
die Elution sind losliche ein- und zweiwertige Salze verwendbar. 
Vorzugsweise wird NaCl verwendet. Calciumsalze sind fur die 
Elution nicht geeignet. 
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Das erf indungsgemaBe Verfahren wird vorzugsweise an einer Hepa- 
rin-Affinitatschromatographie-SSule durchgef uhrt . Fur die Affi- 
nitatschromatographie kann jeder TrSger, an den Heparin gebunden 
werden kann, verwendet werden. Als gut geeignet erwiesen sich 
zum Beispiel AF-Heparin Toyopearl® (ein synthetisches, groBpori- 
ges, hydrophiles Polymer auf der Basis von Methacrylat ) 
(Tosohaas), Heparin EMD Fraktogel® (ein synthetisches, hydrophi- 
les Polymer auf der Basis von Ethylenglykol , Methacrylat und 
Dimethylacrylat ) (Merck) oder Heparin Sepharose Fast Flow® (ent- 
haltend naturliche Dextran-bzw. Agarosederivate ) (Pharmacia). 

Im erf indungsgemaBen Verfahren wird als Puffersystem eine Puf- 
ferlSsung bestehend aus Puffersubstanzen, insbesondere Tris/HCl, 
Phosphatpuf f er oder Citratpuf f er , und gegebenenf alls Salz ver- 
wendet, die vorzugsweise frei von Stabilisatoren, AminosMuren 
oder anderen Zus&tzen ist. 

Die Af f ini t a t schromatographie wird vorzugsweise in einem pH- 
Bereich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4 
durchgef iihrt , 

Beim erf indungsgemaBen Verfahren wird eine Proteinlosung, ent- 
haltend Faktor VIII/vWF-Komplex, wie etwa eine Plasmaf raktion, 
ein Kryoprazipitat oder ein zellfreier Kulturuberstand von 
transf ormierten Zellen, eingesetzt. Die Ldsung kann auch eine 
angereicherte Proteinf raktion eines chromatographischen Ver- 
fahrens sein. 

Nach dem erf indungsgemaBen Verfahren zur Gewinnung des Faktor 
VIII/vWF-Komplexes laBt sich auf effiziente und einfache Weise 
ein Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen enthaltend hoch- 
molekulare vWF-Multimere, erhalten. Nach diesem Verfahren laBt 
sich deshalb ein physiologisch besonders aktiver Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit guten Ausbeuten und in hoher Reinheit herstel- 
len. Der so gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex zeichnet sich 
insbesondere durch eine spezifische Aktivitat von Faktor VIII :C 
von mindestens 50 U/mg Faktor VIII :Ag und eine spezifische vWF- 
Plattchenagglutinationsaktivitat von mindestens 50 U/mg vWF aus 
und ist insbesondere frei von niedermolekularen vWF-Multimeren 
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und vWF-Abbauprodukten . 

GemaS einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein 
Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Komplex zur 
Verfugung gestellt, bei dem Faktor VIII /vWF-Komplex aus einer 
unreinen Proteinlosung an einen Anionenaustauscher gebunden und 
kontaminierende Plasmaproteine bei einer Salzkonzentration von 
< 200 mM in Anwesenheit von Calciumsalz selektiv eluiert werden. 
AnschlieBend wird Faktor VIII /vWF-Komplex vom Anionenaustauscher 
mit einer Salzkonzentration zwischen < 200 und < 400 mM erhal- 
ten. Dabei wird ein Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen 
enthaltend hochmolekulare vWF-Multimere, gewonnen. 

Zur Durchftihrung des erf indungsgemaSen Verfahrens kann als un- 
reine Proteinlosung, enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, z.B. 
eine Plasmaf raktion, ein Kryoprazipitat oder ein zellfreier 
Kulturiiberstand von transf ormierten Zellen eingesetzt werden. 

Die durch die Calciumsalze entfernten kontaminierenden Proteine 
sind insbesondere Plasmaproteine, darunter Vitamin K-abh£ngige 
Faktoren, wie z.B. Faktor II, Faktor IX, Protein C,, Protein S, 
Plasmaproteasen wie Plasminogen, Fibronektin oder Fibrinogen. 
Das Entfernen der unspezif ischen Proteine erfolgt insbesondere 
mit CaCl 2 als Calciumsalz im Elutionsmittel in einer Konzentra- 
tion zwischen 1 mM und 15 mM, vorzugsweise von 10 mM. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde gefunden, daB das 
bisher eingesetzte Verfahren der Aluminiumhydroxid-Behandlung 
zur Abtrennung von Vitamin K-abhSngigen Proteinen, Fibrinogen 
oder Fibronektin nicht ausreichend ist, urn diese Proteine voll- 
standig zu entfernen. Durch die Elution in Anwesenheit von 
Calciumchlorid wurde jedoch gewahrleistet , daB diese Plasmapro- 
teine im wesentlichen eliminiert werden und ein Plasmaprotein- 
freier Faktor VIII/vWF-Komplex gewonnen wird. 

Die Anionenaustauschchromatographie wird vorzugsweise in einem 
pH-Bereich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 
7,4, vorgenommen . 
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Die Elution des bei der Anionenaustauschchromatographie an den 
Anionenaustauscher gebundenen Faktor VIII / vWF-Komplexes erfolgt 
vorzugsweise durch ErhShung der Salzkonzentration . 

Als Anionenaustauscher wird vorzugsweise ein Anionenaustauscher 
vom guaternaren Aminotyp, insbesondere ein Fraktogel mit Tenta- 
kelstruktur und insbesondere EMD-TMAE-Fraktogel verwendet. 

Vorzugsweise wird Faktor VIII/vWF-Komplex an den Anionenaustau- 
scher bei einer Salzkonzentration von £ 200 mM gebunden und bei 
einer Salzkonzentration von > 270 mM, vorzugsweise bei > 350 mM, 
Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen enthaltend vWF/HMW, 
eluiert. Als Salze sind ldsliche ein- und zweiwertige Salze 
einsetzbar, wobei NaCl bevorzugt ist. 

Vorzugsweise wird der durch die Anionenaustauschchromatographie 
gereinigte Faktor VIII-Komplex weiterhin durch eine Affinitats- 
chromatographie, vorzugsweise an immobilisertem Heparin, in 
einer Puf f erldsung, bestehend aus Puf f ersubstanzen und gegebe- 
nenfalls Salz, chromatographisch gereinigt. 

In einer besonderen Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaBen Ver- 
fahrens wird zuerst eine aus Kryoprazipitat gewonnene Faktor 
VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion an einen Anionenaustauscher 
gebunden und nach Abtrennen der Begleitproteine, insbesondere 
der Plasmaproteine, in angereicherter Form Faktor VIII/vWF- 
Komplex, enthaltend im wesentlichen hochmolekulare vWF-Multi- 
mere, eluiert. In einem weiteren Reinigungsschritt wird das 
Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Eluat mit einem Af f initatstrager 
mit kovalent gebundenem Heparin in Kontakt gebracht, wobei der 
Komplex an den Trager bindet. Nach Entfernen von Fremdsubstanzen 
und Fremdproteinen durch ein geeignetes Elutionsmittel wird der 
Faktor VIII-Komplex vom Aff initatstrager mittels einem ein- oder 
zweiwertigen Salz, vorzugsweise NaCl, in einem Puf fersystem 
eluiert - 

In einer weiteren besonderen Ausf iihrungsf orm erfolgt die Durch- 
fiihrung des Verfahrens mit aus rekombinanten Zellen gewonnenem 
Faktor VIII/vWF-Komplex. Dazu kann ein zellfreier Kulturliber- 
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stand von Zellen, die Faktor VIII und vWF koexprimieren, Oder 
von kokultivierten Zellen, die mit Faktor VIII einerseits und 
mit vWF andererseits transf ormiert sind, verwendet werden. 

Durch das erf indungsgemaBe Verfahren zur Gewinnung eines hoch- 
reinen stabilen Faktor VIII-Komplexes laBt sich auf einfache und 
effiziente Weise ein hochreiner Faktor VIII/vWF-Komplex, der 
frei ist von Antikorpern, frei von Plasmaproteinen, physiolo- 
gisch aktiv und frei von mikrobiologisch und molekularbiologi- 
schen Pathogenen ist, erhalten. 

Der aus Plasma Oder aus rekombinanten Zellen gewonnene Faktor /A 
VIII/vWF-Komplex enthalt gemaB der vorliegenden Erfindung ins- ^1 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere, und ist frei von nieder- 
molekularen vWF-Molekulen und vWF-Abbauprodukten. Wird der Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex aus Plasma Oder Kryoprazipitat gewonnen, so 
bestehen die vWF/HMW insbesondere aus Duplettstriikturen mit ho- 
her Stabiliat. Aus rekombinanten Zellen gewonnener Faktor VIII/ 
vWF-Komplex enthalt hochmolekulare vWF-Molekule mit einer Singu- 
lettstruktur, hoher Stabilitat und struktureller Integritat. 

Mittels definierter Chromatographieschritte ist es daher gemaB 
der vorliegenden Erfindung moglich, FVIII/vWF, frei von anderen 
Gerinnungsf aktoren und weiteren Plasma-Proteasen, zu gewinnen. 
Dies wirkt sich insbesondere auf die Reinheit und Stabilitat des 
Praparates gunstig aus. Der erf indungsgemaS erhaltene Faktor 
VIII/vWF-Komplex liegt daher in einer besonders reinen Form vor. 
Die Reinheit des Komplexes ist vorzugsweise mindestens 90%, be- 
sonders bevorzugt 9 5%. 

Dadurch, daB der gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex durch den 
hohen Gehalt an hochmolekularen vWF-Multimeren und die Abwesen- 
heit von niedermolekularen Multimeren, vWF-Abbauprodukten, 
Fremdproteinen, wie z.B. Plasmaproteinen, besonders stabil ist, 
ist es nicht unbedingt erf orderlich, Stabilisatoren zum gerei- 
nigten Produkt zuzugeben. Dadurch wird die spezifische Aktiviat 
des reinen Produkts z.B. bei der Formulierung der pharmazeuti- 
schen Zusammensetzung, nicht herabgesetzt und es wird vermieden, 
daB durch die Zugabe von Fremdproteinen gegebenenf alls Verun- 
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reinigungen oder infektiose Partikel in das Produkt eingebracht 
werden . 

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zur 
Herstellung eines stabilen Faktor VI I I/vWF-Komplexes zur Verfu- 
gung gestellt. Dabei wird einem iiber ein chroraatographisches 
Verfahren gereinigten Faktor VIII oder Faktor VIII-Komplex eine 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen zugesetzt, 
wodurch ein Faktor VIII/vWF-Komplex mit einem molaren Verhaltnis 
von Faktor VIII zu vWF/HMW zwischen 0,01 (entspricht 1 Faktor 
VIII: 100 vWF) und 100 (entspricht 100 Faktor VIII :1 vWF), vor- 
zugsweise zwischen 0,03 (1:30) und 0,07 (1:70), besonders bevor- 
zugt von 0,05 (1:50) erhalten wird. 

Der uber ein chromatographisches Verfahren gereinigte Faktor 
VIII oder Faktor VIII-Komplex kann dabei aus einer Plasmafrak- 
tion, einem Kryoprazipitat oder aus einem zellfreien Zellkultur- 
uberstand von transf ormierten Zellen stammen. 

Die fiir das Verfahren zur Herstellung des stabilen Komplexes 
eingesetzte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen kann so- 
wohl aus Plasma, einer Plasmaf raktion, einem Kryoprazipitat oder 
einem zellfreien Kulturiiberstand von transf ormierten Zellen 
stammen. Die gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekii- 
len enthalt vorzugsweise eine spezifische Plattchenagglutina- 
tionsaktivtat von mindestens 50 U/mg vWF:Ag, besonders bevorzugt 
von mindestens 80 U/mg vWF:Ag. 

Zur Herstellung des stabilen Faktor VIII-Komplexes wird eine ge- 
reinigte Fraktion, enthaltend Faktor VIII oder Faktor VIII/vWF- 
Komplex, mit einer gereinigten hochmolekularen Fraktion von vWF- 
Molekvilen in einem gewiinschten molaren Verhaltnis gemischt. Dazu 
wird in den jeweiligen Fraktionen der Gehalt an vWF, Faktor 
VIII, die Faktor VIII-Aktivitat und spezifische vWF-Aktivitat 
bestimmt und durch Zugabe der entsprechende Menge an vWF/HMW das 
gewunschte Mischungsverhaltnis eingestellt. Vorzugsweise erfolgt 
die Mischung derart, daB ein Faktor VIII/vWF-Komplex entsteht, 
der ein molares Verhaltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 1:100 
und 100:1, vorzugsweise von 1:50 aufweist. 



Gemafl der vorliegenden Erfindung kann jedoch auch ein Faktor 
VIII/vWF-Komplex hergestellt werden, der ein bestimmtes Verhalt- 
nis von spezifischer Faktor VIII :C-Aktivi tat zu spezifischer 
vWF-Plattchenagglutinationsaktivitat auf weist . Besonders bevor- 
zugt ist dabei ein Komplex, der ein Verhaltnis der spezifischen 
Aktivitaten von 1:1 auf weist. Das gewiinschte Mischungsverhaltnis 
herzustellen, liegt dabei im allgemeinen Wissensstand eines 
Fachmannes . 

Der gemaQ der vorliegenden Erfindung zur Verftigung gestellte 
stabile virussichere Faktor VIII-Komplex sowie das Faktor VIII- 
Komplex-Konzentrat konnen sowohl fiir die Behandlung von Hamophi- 
lie A als auch zur Behandlung des von Wi 1 lebr and - Syndroms einge- 
setzt werden. Da das erf indungsgemaBe Faktor VIII -Komplex -Pra- 
parat im wesentlichen hochmolekulare vWF-Molekule enthalt, eig- 
net es sich insbesondere fur die Behandlung von vWD Typ II. 

Aufgrund des hohen Anteils von hochmolekularen vWF-Multiiheren 
besitzt der erf indungsgemaBe Komplex auch eine sehr gute Pharmo- 
kinetik, da die vWF/HWM eine hohere spezifische Plattchenagglu- 
tination und Stabilitat in vitro und in vivo besitzen und sowohl 
in vitro als auch in vivo Faktor VIII stabilisieren. Durch die 
Stabilitat und strukturelle Integritat der vWF-Multimere im 
Komplex ist eine verbesserte Halbwertszeit des vWF und insbe- 
sondere auch von Faktor VIII gegeben, wodurch gegebenenf alls die 
Intervalle einer Verabreichung des erf indungsgemaSen pharmazeu- 
tischen Praparates reduziert werden konnen. Damit wird insbeson- 
dere das Auftreten von inhibitorischen Antikorpern gegen Faktor 
VIII bei Hamophilie A-Patienten, z. B. durch haufige Gaben von 
Faktor VIII-Konzentraten, verhindert. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele sowie der 
Zeichnungsf iguren naher erlautert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese beschrankt ist. 

Es zeigen: 

Figur 1: SDS- PAGE -Analyse des vWF-Multimermusters der einzelnen 
Fraktionen vor und nach Anionenaustauschchromatographie . 
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Figur 2: Nachweis von Faktor II in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und nach Entfernen von 
Faktor II durch Calciumchlorid-Elution. 

Figur 3: Nachweis von Protein S in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und nach Entfernen von 
Protein S durch Calciumchlorid-Elution. 

Figur 4: Nachweis von Faktor IX in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und Entfernen von Faktor IX 
durch Calciumchlorid-Elution. 

Figur 5: Nachweis von Plasminogen in einzelnen Fraktionen vor 
und nach Anionenaustauschchromatographie und Entfernen von 
Plasminogen durch vorangegangene Lysin-Sepharose. 

Figur 6: SDS- PAGE -Analyse des vWF-Multimermusters der einzelnen 
Fraktionen vor und nach Heparin-Aff initatschromatographie . 

Figur 7 : Multimeranalyse von p-vWF und r-vWF vor und nach Hepa- 
rin-Af f initatschromatographie . 

Figur 8: Vergleich der Bindung von r-vWF/HMW und p-vWF/HMW an 
Plattchen und graphische Darstellung der zugegebenen Menge an 
vWF und Plattchen-gebundener Menge an vWF. 

Figur 9: Bindung von p-vWF/HMW und r-vWF/HMW an Plattchen und 
Multimeranalyse . 

Beispiell: 

Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex durch Anionenaustausch- 
chromatographie 

10 g Kryoprazipitat wurden mit 70 ml Na-Acetat, pH 7,0, 160 mM 
NaCl und 50 U/ml Heparin bei 30 °C fur 10 min gelost und bis zum 
vollstandigen Auslosen bei Raumtemperatur fiir weitere 30 min 
inkubiert. Die Losung wurde auf 15 °C abgekuhlt und bis zur Ent- 
fernung ungeloster Bestandteile zentrif ugiert und der Uberstand 
mit Aluminiumhydroxidgel behandelt. Die Losung wurde an einen 
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Fractogel-EMD-TMAE-Anionenaustauscher gebunden und zur Ervtfer- 
nung von Fremdproteinen der Anionenaustauscher mit 180 mM NaCl 
und 200 mM NaCl gewaschen. vWF und FVIII wurden als Komplex 
anschlieBend mit 400 mM NaCl eluiert. Die Faktor VIII :C- und 
vWF:RistoCoF-Aktivitat des Ausgangsmaterials und der einzelnen 
Fraktionen wurden bestimmt und sind in Tabelle 1 zusammengef aBt . 

Tabelle 1: Faktor VIII :C und vWF:RistoCoF-Aktivitat des Alumi- 
niumhydroxid-iiberstandes und der Fraktionen der flnionenaus- 
tauschchromatographie 



Probe 


Vo lumen 


vWF :RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu-Uberstand 


147 


1060 


2970 


180 mM Eluat 


254 






2 00 mM Eluat 


210 






4 00 mM Eluat 


132 


1590 


2 8 90 



Durch die Anionenaustauschchromatographie konnte Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit einer erhohten vWF : RistoCoF-Aktivitat erhalten 
werden. Zur Untersuchung des vWF-Polymermusters wurden die ein- 
zelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie liber SDS- 
PAGE (Laemmli (1970), Nature 227:680-685) analysiert (Figur 1 
B). Das Polymermuster des vWF im gereinigten Faktor VIII/vWF- 
Komplex zeigt ein identes Bandenmuster und damit die gleiche 
vWF-Polymerzusammensetzung wie im KryoprSzipitat . Die Reinigung 
fiihrte daher nicht zu einem proteolytischen Abbau von hochmole- 
kularen vWF-Multimeren im Komplex. 



Beispiel 2: 

Entfernen von Vitamin K-abhangigen Proteinen und Gewinnung von 
hochreinem Faktor VIII/vWF-Komplex 



Ziel der Untersuchungen war es, einen FVIII/vWF-Komplex zu ge- 
winnen, frei von Proteasen und anderen Gerinnungsf aktoren. Wie 
in Beispiel 1 beschrieben, wurde aufgelostes Kryoprazipitat mit 
Aluminium-Hydroxid behandelt, und anschlieBend durch Anionen- 



- 22 - 



Austauschchromatographie gereinigt. Zum Entfernen von nicht 
Faktor viII/vWF-Komplex-spezif ischen Proteinen wurden bei der 
Elution mit 180 mM NaCl 10 mM CaC12 zugesetzt. Die Faktor 
VIII :C- und vWF: RistoCoF-Aktivitat des Ausgangsmaterials und der 
einzelnen Fraktionen wurden bestimmt und sind in Tabelle 2 zu- 
sammengef afit . 

Tabelle 2 : Faktor VIII :C- und vWF: RistoCoF-Aktivitat des Aus- 
gangsmaterials und der einzelnen Fraktionen der Anionenaus- 
tauschchromatographie 



Probe 


Vo lumen 


vWF:RistCoF 


FVI I I : C 




(ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu-Uberstand 


146 


1590 


4250 


180 mM Eluat/ 
10 mM CaCl 2 


195 






2 00 mM Eluat 


127 






400 mM Eluat 


83 


2120 


5140 



Die Eluate wurden mittels SDS-PAGE auf ihr vWF-Multiraer-Muster 
untersucht ( Figur 1A ) . 

Aus der Multimer- Analyse geht hervor, daB das 400 mM-Eluat die 
hochmolekularen vWF-Multimere enthalt, und ausgehend vom Kryo- 
prazipitat kein Verlust, insbesondere an hochmolekularen vWF- 
Multimeren, auftritt. Durch den Zusatz von CaCl 2 -Ionen wird 
niedermolekularer vWF abgetrennt und ein Faktor VIII-Komplex, 
enthaltend einen hoheren Anteil an hochmolekularen vWF-Molekii- 
len, erhalten (Fig. 1A). Damit ist gezeigt, dafi durch das Reini- 
gungsverfahren ein proteolytischer Abbau der hochmolekularen 
vWF-Multimere vermieden wird und durch Zugabe von CaCl 2 -Ionen 
selektiv niedermolekulare vWF-Molekiile, wie etwa Dimere Oder 
Tetramere, entfernt werden konnen, wodurch ein Faktor VIII- 
Komplex, im wesentlichen enthaltend hochmolekulare vWF-Multi- 
raere, gewonnen wird. 



Die einzelnen Reinigungsstufen, enthaltend Faktor VIII/vWF- 
Komplex, wurden auf die Anwesenheit von Vitamin K-abhangigen 
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Proteinen vor und wahrend der Anionen-Austauschchromatographie 
analysiert. Dazu wurden einzelne Reinigungsstufen und die ein- 
zelnen Fraktionen uber ein SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine 
auf eine Membran transferiert und mittels Westernblot-Analyse 
die Vitamin K-abhangigen Proteine detektiert. 

a. Nachweis von Faktor II in den einzelnen Reinigungsstufen 

Zum Nachweis von Faktor II in den einzelnen Fraktionen wurde 
polyklonales Serum gegen Faktor II (Assera Faktor II, Stago) als 
1. AntikOrper eingesetzt und mit alkalischer Phosphatase konju- 
giertem polyklonalen Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-HRP-Konjugat (Fa. 
Bio-Rad) als 2. AntikSrper und anschlieBendem chromogenen Test 
detektiert. 



Aus der Figur 2 ist ersichtlich, daB Kryoprazipitat Faktor II 
enthalt. Dieser wird trotz vorangegangener Aluminiumhydroxid- 
Fal lung als Veruhreinigung bei 400 mM-NaCl (zusammen mit 
FVIII/vWF) vom Anionenaustauscher eluiert (Spur E). Faktor II 
kann jedoch durch 10 mM CaCl 2 selektiv eluiert werden (Spur F), 
und vWF/FVIII bei nachfolgender Elution mit 400 mM NaCl frei von 
Faktor II gewonnen werden (Spur G). 

b. Nachweis von Protein S in den einzelnen Reinigungsstufen 

Zum Nachweis von Protein S in den Reinigungsstufen wurde poly- 
klonales Kaninchen-anti-Protein S-Serum (Assera Protein S, 
Stago) als 1. AntikSrper eingesetzt und mit Ziegen-anti-Kanin- 
chen-IgG-HRP-Konjugat (Fa. Bio-Rad) als 2. Antikorper und an- 
schlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Figur 3 zeigt den Nachweis von Protein S in einzelnen Reini- 
gungsstufen vor und nach der Anionenaustauschchromatographie und 
nach Entfernen von Protein S durch Calciumchlorid-Elution. 

Aus der Figur 3 ist ersichtlich, daB Protein S aus Kryoprazipi- 
tat trotz vorheriger Aluminiumhydroxid-Fallung als Verunreini- 
gung bei 400 mM NaCl (zusammen mit FVIII/vWF) vom Anionenaustau- 
scher eluiert (Spur E). Protein S kann jedoch durch 10 mM CaCl 
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selektziv eluiert werden (Spur F), und FVIII/vWF bei nachfolgen- 
der Elution mit 400 mM NaCl frei von Protein S gewonnen werden 
( Spur G ) . 

c. Nachweis von Faktor IX in den einzelnen Reinigungsstufen 

Zum Nachweis von Faktor IX in den Reinigungsstufen wurde poly- 
klonales Kaninchen- ant i - Faktor IX-Serum (Assera Faktor XI, 
Stago) als 1. AntikSrper eingesetzt und mit Ziegen-anti-Kanin- 
chen-IgG-HRP-Konjugat (Fa. Bio-Rad) als 2. AntikSrper und an- 
schlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Figur 4 zeigt den Nachweis von Faktor IX in einzelnen Reini- 
gungsstufen vor und nach der Anionenaustauschchromatographie und 
selektivem Entfernen von Faktor IX durch Calciumchlorid. 

Aus der Figur 4 ist ersichtlich, daS Faktor IX trotz vorheriger 
Aluminiumhydroxid-Fallung als Verunreinigung bei 400 mM NaCl 
( zusammen mit Faktor VIII-Komplex ) vom Anionenaustauscher elu- 
iert, Durch Zugabe von 10 mM CaCl 2 wird Faktor IX jedoch selek- 
tiv eluiert (Spur D) und FVIII/vWF bei nachf olgender Elution mit 
400 mM NaCl frei von Faktor IX gewonnen (Spur E). 

Beispiel 3 : 

Entfernen von Plasmaproteasen und Gewinnung von hochreinem 
Faktor VIII/vWF-Komplex 

Ziel der Untersuchungen war es, ein vWF/FVI I I - Pr aparat zu ge- 
winnen, frei von Proteasen und anderen Gerinnungsf aktoren. Eine 
wesentliche Verunreinigung des Kryoprazipitates stellt die 
Protease Plasminogen dar. Diese findet sich auch im FVIII/vWF- 
Eluat (400 mM Eluat ) wieder . 

Zur Entfernung von Plasminogen wurde Kryoprazipitat , wie oben 
beschrieben, aufgeldst und mit Aluminiumhydroxidgel behandelt. 
AnschlieSend wurde der Alu-Uberstand durch ein Lysin-Sepharose- 
gel filtriert, und davon direkt auf den Anionenaustauscher 
( Fraktogel EMD TMAE ) aufgetragen. FVIII/vWF wurde, wie beschrie- 
ben, vom Anionenaustauscher mit 400 mM NaCl eluiert. Die Eluate 
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vor und nach der Anionenaustauschchromatographie wurden auf 
Plasminogen mittels Westernblot analysiert ( Figur 5). Dazu wur- 
den die Proteine mittels SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufge- 
trennt, auf eine Membran geblottet und Plasminogen mit einem 
polyklonalen Kaninchen-anti-Plasminogen-Serum (Stago) als 1. 
AntikSrper und anschlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, daB durch Filtration an 
Lysin-Sepharose die Protease Plasminogen vom vWF/FVIII selektiv 
abgetrennt wird. 

Beispiel 4: 

Heparin-Affinitatschromatographie von FVIII/vWF-Komplex 

Fur die Heparin-Af f initatschromatographie wurde Fractogel AF 
EMD-Heparin verwendet. Als Ausgangsmaterial diente FVlII/vWF, 
der durch Anionenaustauschchromatographie gemaS Beispiel 2 ge- 
reinigt wurde (400 raM Eluat ) . Zur Reinigung von FVUl/vWF'ttber 
Aff initatschromatographie wurden 27 ml des 400 mM NaCl-Fracto- 
gel-Eluats 4-fach mit 81 ml Tris-HCl-Puf f er (pH 7,4) verdunnt 
und auf die Heparin-Af f initatssaule aufgetragen. Die Saule wurde 
zuerst mit 100 mM NaCl und anschlieBend zum Entfernen unspezi- 
fisch gebundener Proteine mit 160 mM NaCl gewaschen. Der Faktor 
VIII/vWF-Komplex wurde anschlieBend durch Elution der Heparin- 
Saule mit 300 mM NaCl erhalten. Die Faktor VIII :C- und 
vWF:RistoCoF-Aktivitat sowie der vWF: Ag-Gehalt im Ausgangsmate- 
rial und den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromato- 
graphie und der Heparin-Af f initatschromatographie wurden be- 
stimmt und sind in den Tabellen 4 A und 4 B zusammengef aBt . 

Tabelle 4 A: Faktor VIII :C- und vWF:RistoCoF-Aktivitat des 
Ausgangsmaterial s und der einzelnen Fraktionen vor und nach 
Anionenaustauschchromatographie 



Probe 


Vo lumen 


vWF : Ag 


vWF : RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


(fig/ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu-Uberstand 


75 


55 


1700 


5260 


18 0 mM Eluat/ 
10 mM CaCl 2 


64 


21 


43 




200 mM Eluat 


33 


1 






400 mM Eluat 


29 


137 


4250 


9500 



Tabelle 4 B: Faktor VIII :C- und vWFrRistoCoF-Aktivitat des 
Ausgangsmaterials und der einzelnen Fraktionen vor und nach 
Heparin-Af f initatschromatographie 



Probe 


Volumen 


vWF : Ag 


vWF :RistCoF 


FVI I I : C 




(ml) 


(/ig/ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Ausgangsmaterial 


104 


42 


850 


2630 


160 mM Eluat 


42 


11 


43 


650 


300 mM Eluat 


28 


92 


2550 


5840 



Die Eluate der Heparin-Af f initatschromatographie wurden auf vWF- 
Polymerzusammensetzung untersucht (Figur 6). 

Aus der Figur 6 ist ersichtlich, dafi der hochmolekulare Anteil 
des vWF in der 300 mM NaCl-Fraktion erhalten wird. Diese Frak- 
tion besitzt auch die hochste Faktor VIII :C- und vWF-Ristocetin- 
Cofaktoraktivitat (Tabelle 4 B). 



Aus der Summe der Ergebnisse ist klar erkennbar, daS sich durch 
die Kombination aus Anionenaustauschchromatographie und Heparin- 
Af f initatschromatographie sowohl vWF, FVIII, als auch deren 
Komplex aus Kryoprazipitat isolieren und reinigen lassen. Insbe- 
sondere mittels Heparin-Af f initatschromatographie ist es mog- 
lich, niedermolekulare vWF-Multimere und Abbauprodukte des vWF 
aus Kryoprazipitat abzutrennen. 



r c < * r r r c r c 
c « r < < (* t <- f , , 
r i f i < i r r r r r r » 

- 27 - 

Beispiel 5 : 

Bestimmung der spezifischen Ristocetin-CoFaktor-Aktivitat von 
gereinigtem vWF oder vWF-Komplex 

Mittels chromatographischer Methoden wurde plasmatischer vWF (p- 
vWF) aus humanem Kryopr^zipitat und rekombinanter vWF ( rvWF ) aus 
dem Fermentationsiiberstancl rekombinanter CHO-Zellen isoliert und 
gemafl Beispiel 2 gereinigt. Durch Heparin-Af f initatschromatogra- 
phie und Elution mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen wur- 
den Fraktionen mit; unterschiedlichem Polyraerisationsgrad an vWF 
isoliert ( gemafl Beispiel 4). Insgesamt wurden fur p-vWF- und 
r-vWF-Fraktionen mit low-molecular-weight vWF (vWF/LMW) bei 120 
mM NaCl, mit medium molecular weight (vWF/MMW) bei 230 mM NaCl 
und high molecular weight (vWF/HMW) bei 300 mM NaCl erhalten. 
Diese Fraktionen wurden auf ihren Gehalt an vWF:Ag mittels ELISA 
(Asserachrom vWF®, Boehringer Mannheim), an Ristocetin-Cof actor- 
Aktivitat (vWF Reagenz, Behringwerke ) , ihre Multimerstruktur 
mittels SDS-PAGE und ihre Plattchenbindung untersucht. 

Figur 7 zeigt die vWF-Polymeranalyse von plasmatischem vWF und 
rekombinantem vWF . 

Besonders auffallig ist, daB vor der Reinigung von plasmatischem 
vWF im Kryopazipitat die vWF-Dimere, -Tetramere oder -Multimere 
als Triplett-Strukturen vorliegen. Diese Triplett-Strukturen 
sind Abbauprodukte von vWF-Multimeren und sind auf im Plasma 
vorkommende Protease zurlickzuf uhren. Nach der Reinigung sind 
insbesondere bei der vWF-MMW und vWF-HMW-Fraktionen nur noch 
Multimere mit Duplett-Strukturen zu erkennen. Durch das chroma- 
tographische Verfahren werden so vWF-Multimere mit veranderter 
Zusammensetzung und Struktur im Vergleich zu im Plasma vorkom- 
menden vWF-Moleklilen erhalten, was auf eine Abreicherung von 
Proteasen und niedermolekularen vWF-Abbauprodukten zurlickzu- 
fiihren ist. 

Gegenviber plasmatischen vWF-Multimeren ist bei rekombinantem vWF 
deutlich das Vorkommen nur einer Singulett-Bande in den vWF- 
Multimeren zu erkennen. Die rekombinanten vWF-Multimer-Molekule 
weisen eine hohe strukturelle Integritat auf und enthalten keine 
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proteolytischen Abbauprodukte, im Vergleich zu den aus der 
Literatur bekannten vWF-Triplett-Strukturen des plasmatischen 
vWF* 

Tabelle 5 und Tabelle 6 zeigen die spezifische Ristocetin- 
Cof actor-Aktivitat (RistCoF/vWF: Ag) fur p-vWF und r-vW. 



Tabelle 5: Spezifische Ristocetin-Cofactor Aktivitat fur ver- 
schiedene p - vWF - Fr ak t i onen 



Probe 


Spezifische RistCoF-Aktivitat 
(mU RistCoF / vWF:Ag) 


p-vWF/LMW 


3 


p-vWF/MMW 


10 


p-vWF/HMW 


56 



Tabelle 6: Spezifische Ristocetin-Cofactor-Aktivitat fur ver- 
schiedene r-vWF-Fraktionen 



Probe 


Spezifische RistCoF-Aktivitat 
(mU RistCoF / vWF:Ag) 


r-vWF/LMW 


1 


r-vWF/MMW 


6 


r-vWF/HMW 


41 



Beispiel 6: Bindung von p-vWF und r-vWF an Plattchen 

In einer weiteren Untersuchung wurde die Bindung von p-vWF und 
r-vWF an Plattchen untersucht. p-vWF/HMW bzw. r-vWF/HMW wurden 
mit konstanter Konzentration an Plattchen und Ristocetin inku- 
biert. AnschlieBend wurden die Plattchen durch Zentrif ugation 
abgetrennt ( Plattchensediment , gebundener vWF ) und ein Uberstand 
( nicht gebundener vWF) erhalten. Im Ausgangsmaterial und im 
Uberstand wurde vWF:Ag und die Plattchen-gebundene Menge an vWF 
bestimmt. Als Kontrolle wurden idente Inkubationen ohne Ristoce- 
tin durchgefiihrt . Diese ergaben keine vWF-Plattchenbindungen. 
Das Verhaltnis aus vWF-Konzentration im Inkubationsansatz und 
Plattchen-gebundenem vWF ist in Figur 8 dargestellt und zeigt im 
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direkten Vergleich das Bindungsverhalten von p-vWF/HMW und r- 
vWF/HMW. AnschlieBend an die Inkubationen wurden sowohl die 
Uberstande (nicht gebundener vWF) als auch vWF im Plattchensedi- 
men t (gebundener vWF) auf Multimerzusanunensetzung untersucht. 
Die Ergebnisse der Multimeranalyse sind in Figur 9 zusammenge- 
stellt. 

Beispiel 7 : 

Bestimmung der Stabilitat von gereinigtem Faktor VIII/vWF- 
Komplex 

Durch Anionenaustausch- bzw. Heparin-Affiniatschromatographie 
erhaltene Fraktionen wurden auf die Stability der vWF-Multimere 
sowie der Faktor VIH-Aktivitat untersucht:. Dazu wurden die in 
den einzelnen Reinigungschritten erhaltenen Fraktionen bei 
-20-C 4»C und Raumtemperatur fur eine Zeitdauer bis zu 60 Tagen 
gelagert und jeweils nach 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 und 60 
Tagen Proben einer vWF-Multimeranalyse, einer Faktor VIII:C- und 
vWF-Ristocetin-Cofaktor-Aktivitatsbestimmung unterzogen. Die 
Eluate der Anionenaustauschchromatographie bzw. Heparin-Af f ini- 
tatschromatographie, bei denen durch Lysin-Sepharose die Plasma- 
protease bzw. durch Calciumchlorid-Elution die Vitamin K-abhan- 
gigen Faktoren selektiv entfernt worden waren, zeigten dabei die 
groBte Stabilitat. Das vWF-Multimermuster war in diesen Proben 
auch nach 30 Tagen unverandert, wahrend in den Proben, die kei- 
ner Lysin-Sepharose-Chromatographie bzw. Calciumchlorid-Elution 
unterzogen worden waren, abhangig von der Zeitdauer ein Auftre- 
ten von proteolytischen vWF-Abbauprodukten zu erkennen war. Ins- 
besondere ist daher fur die Erhaltung der Stabilitat der hoch- 
molekularen vWF-Multimeren die Entfernung von im Ausgangsmate- 
rial vorhandenen Plasmaproteinen notwendig, da diese die Lager- 
stabilitat stark beeinfluBen bzw. herabsetzen. 

LLhu^de/stabllitat des gereinigten Faktor VIII-Komplexes 
durch Zugabe von gereinigten hochmolekularen vWF-Mul timer en 

Zu verschiedenen durch chromatographische Reinigungsschritte 
erhaltenen Faktor VIII- bzw. Faktor viII/vWF-Komplex-haltigen 
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Fraktionen wurden unterschiedliche Mengen an gereinigtem p- 
vWF/HMW Oder r-vWF/HMW zugegeben, die Mischungen bei 4°C und 
Raumteraperatur iiber einen Zeitraum bis zu 40 Tagen inkubiert und 
die vWF-Multimerzusaramensetzung sowie die Faktor VIII :C- und 
vWF-Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat nach 0, 1, 5, 10, 20, 25, 30, 
35 und 40 Tagen bestimmt. Die Stability der vWF-Multimere sowie 
die spezifische Ristocetin-CoFaktor-AktivitSt war bei Eluaten, 
bei denen durch vorangegangene Chromatographic Plasmaproteine, 
insbesondere Plasmaproteasen, entfernt worden waren, am besten. 
Durch die Zugabe einer vWF/HMW-haltigen Fraktion zu den einzel- 
nen Faktor VIII- bzw. Faktor VIII/vWF-haltigen Fraktionen bzw. 
zum Ausgangsmaterial aus Kryoprazipitat konnte insbesondere in 
den Fraktionen, die gemaS Beispiel 7 eine geringere Stabilitat 
aufwiesen, eine Verbesserung der Stabilitat erreicht werden. Ab- 
hangig von der Zugabe der Menge an hochmolekularen vWF-Multime- 
ren konnte das Auftreten von proteolytischen Abbauprodukten so- 
wie eine Reduktion der spezifische Aktivitat an Faktor VIII und 
vWF-Aktivitat zeitlich hinausgezogert werden. 

Beispiel 9: 

Virusinaktivierung von gereinigtem Faktor VIII/vWF-Komplex 
bzw. gereinigtem Faktor VIII/vWF-Komplex nach Zugabe von hoch- 
molekularen vWF-Multimeren und Bestimmung der Faktor VIII : C- und 
vWF-RistoCoF-Aktivitat 

Einzelne Fraktionen der chromatographischen Reinigungsschritte, 
sowie Fraktionen, zu denen gereinigte hochmolekulare vWF-Multi- 
mere bzw. Albumin zugegeben wurden, wurden einem Virusinaktivie- 
rungsverf ahren unterzogen. Dazu wurden die Proben fur 10 Stunden 
auf 60 °C erhitzt und anschlieBend fur 1 Stunde nochmals bei 80 °C 
weiterinkubiert. AnschlieBend wurde eine vWF-Multimer-Analyse 
und eine Bestimmung der Aktivitat der Faktor VIII :C- und spezi- 
fischen vWF-Plattchenagglutinationsaktivitat durchgef iihrt . Es 
zeigte sich, daB insbesondere Proben, die nach Heparin-Af f ini- 
tatschromatographie einen besonders hohen Anteil an hochmoleku- 
laren vWF-Multimeren und keine niedermolekularen vWF-Abbaupro- 
dukte enthalten, sowie eine hohe spezifische Ristocetin-Cof ak- 
tor-Aktivitat aufwiesen, den geringsten Aktivitatsverlust an 
Faktor VIII und vWF zeigten. Auch bei Proben, denen zusatzlich 



noch eine bestimmte Menge an gereinigten hochmolekularen vWF- 
Multimeren zugesetzt wurde, war der Aktivitatsverlust nach dem 
Inaktivierungsverfahren maximal 10%. Bei den Proben, denen 
Albumin zugesetzt worden war, sank die spezifische AktivitSt bei 
Zugabe des Stabilisators und dann nochmals nach dem Inaktivie- 
rungsverfahren. Dadurch konnte gezeigt werden, daB durch die 
Anwesenheit von ausschlieBlich vWF/HMW bzw. durch Zugabe von 
hochmolekularen vWF-Multimeren die Stabilit&t der Proteine im 
Faktor VIII/vWF-Komplex wesentlich erhoht werden kann, ohne daB 
die spezifische Aktivitat wesentlich reduziert wird. 
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Patentanspruche : 

1. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmo- 
lekulare vWF-Multimere enthalt und frei ist von niedermolekula- 
ren vWF-Moleklilen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten. 

2. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB er eine spezifische Plattchenagglutinations- 
aktivitat von mindestens 50 U/mg vWF:Ag aufweist. 

3. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daS er ein molares VerhSltnis von Faktor 
VIII zu vWF zwischen 0,01 und 100 aufweist, 

4. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das molare Verhaltnis von Faktor VIII zu vWF 
zwischen 0,05 und 1 betragt. 

5. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB er hochmolekulare plasma- 
tische vWF - Mul timer e mit einer Duplett-Struktur enthait. 

6. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB er hochmolekulare rekombi- 
nante vWF-Multimere mit einer Singulett-Struktur enthalt. 

7. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichent , daB die hochmolekularen vWF- 
Molekiile hohe strukturelle Integritat aufweisen. 

8. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB er frei ist von Plasmapro- 
teinen, insbesondere von Plasmaproteasen, und frei von Fibrinogen 
und Fibronektin ist. 

9. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, daS er in Losung lagerstabil ist. 

10. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB er zur Inaktivierung bzw. Ab- 
reicherung von Viren behandelt ist. 

11. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat , 
enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher 
struktureller Integritat, wobei die vWF-Multimeren aus einer 
Singulett- oder einer Duplett-Struktur bestehen und frei sind 
von proteolytischen Abbauprodukten des vWF. 
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12. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Koraplex-Konzentrat nach 
Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB es eine spezifische 
Piattchenagglutinationsaktivitat von mindestens 50 U/mg vWF:Ag 

auf weist. 

13. Stabiles, virussicheres Faktor vilI-Komplex-Konzentrat nach 
einem der Anspriiche 11 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daS es 
ein molares Verhaltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 
100 auf weist. 

14. Stabiles, virussicheres Faktor viII/vWF-Komplex-Konzentrat 
nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Ver- 
haltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,05 und 1 betragt. 

15. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat nach 
einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daS es ^ 
frei ist von Plasmaproteinen, insbesondere von Plasmaproteasen, 
und frei von mikrobiologischen und molekularbiologischen 
Pathogenen ist. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend einen stabilen 
Faktor viII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 bis 15. 

17. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie einen physiologisch akzeptablen Trager 
enthalt . 

18. Verwendung eines stabilen Faktor VIII/vWF-Komplexes nach 
einem der Anspriiche 1 bis 15 zur Behandlung von Hamophile A 
und/oder verschiedener Formen des von willebrand-Syndroms . 

19. Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF- 
Komplex, dadurch gekennzeichnet, daB Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
einer Proteinlosung an einen Heparin-Af f initatstrager gebunden 
wird und Faktor VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration 
zwischen > 200 und < 300 mM gewonnen wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Proteinlosung eine Plasmaf raktion oder ein Kryoprazipitat , ent- 
haltend Faktor VIII/vWF-Komplex, verwendet wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Proteinlosung ein zellfreier Kulturiiber stand von transf ormierten 
Zellen, der Faktor VIII/vWF-Komplex enthalt, zum Einsatz kommt. 

22. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Proteinlosung eine angereicherte Proteinf raktion verwendet wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Aff initatstrager ein Trager mit daran ge- 
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bundenem Heparin verwendet wird, vorzugsweise AF-Heparin 
Toyopearl® ( Tosohaas ) , Heparin EMD-Fraktogel® Oder Heparin- 
Sepharose Fast Flow® . 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Puffersystem fiir die Af f initatschromato- 
graphie eine Pufferldsung bestehend aus Puffersubstanzen, vor- 
zugsweise Tris/HCl-Puf f er, Phosphatpuf f er oder Citratpuffer und 
gegebenenf alls Salz verwendet wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Af f initatschromatographie in einem pH-Be- 
reich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4, 
erf olgt . 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 25, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB als Salz NaCl verwendet wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 26, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Faktor VlII/VWF-Komplex mit einer spezi- 
fischen Aktivitat von Faktor VIII :C von mindestens 50 U/mg 
Protein und einer spezifischen Plattchenagglutinationsaktivitat 
von mindestens 50 U/mg vWF erhalten wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion, 
enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere, erhalten 
wird, die frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren und vWF- 
Abbauprodukten . 

29. Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer unreinen Pro- 
teinlosung an einen Anionenaustauscher gebunden wird, dadurch 
gekennzeichnet , daB kontaminierende Plasmaproteine bei einer 
Salzkonzentration von < 200 mM mit CaCl 2 selektiv eluiert werden 
und anschlieBend Faktor VIII/vWF-Komplex vom Anionenaustauscher 
mit einer Salzkonzentration zwischen > 200 und < 400 mM erhalten 
wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB die 
kontaminierenden Proteine Plasmaproteine sind. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Plasmaproteine insbesondere Vitamin K-abhangige Faktoren, Plas- 
maproteasen, Fibronektin oder Fibrinogen sind. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 31, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das CaCl 2 im Elutionsmittel in einer Konzen- 



tration zwischen 1 mM und 15 mM, vorzugsweise von 10 mM, ver- 
wendet wird. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Elution in einem pH-Bereich von 6,0 bis 
8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4, erfolgt. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Salz NaCl verwendet wird. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Faktor VIIl/vWF-Komplex, enthaltend ins- 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere, erhalten wird, der frei 
ist von niedermolekularen vWF-Molekulen und vWF-Abbauprodukten. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 35, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Fraktion, enthaltend den gewonnenen Faktor 
VIII/vWF-Komplex, einem weiteren chromatographischen Schritt, 
vorzugsweise einer Af f initatschromatographie, unterzogen wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet , daB als 
Affinitatschromatographie eine Heparin-Chromatographie gemaB 
einem der Anspruche 1 9 bis 27 ist. 

38. Verfahren zur Herstellung eines stabilen Faktor VIII/vWF- 
Komplexes, dadurch gekennzeichnet, daB einem uber ein chroma- 
tographisches Verfahren gereinigten Faktor VIII- oder Faktor 
VIII-Komplex eine gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF- 
Molekulen zugesetzt wird, wodurch ein Faktor VIII/vWF-Komplex 
mit einem molaren Verhaltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 
0,01 und 100, vorzugsweise zwischen 0,05 und 1, erhalten wird. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB der 
gereinigte Faktor VIII- oder Faktor Vlll-Komplex aus einer 
Plasmaf raktion gewonnen wird. 

40. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB der 
gereinigte Faktor VIII- oder Faktor VIII-Komplex aus einem zell- 
freien Zellkulturuberstand von transf ormierten Zellen gewonnen 
wird . 

41. Verfahren nach Anspruch 38, dadurchgekennzeichnet , daB die 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen aus plasma- 
tischem vWF besteht. 

42. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB die 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen aus rekom- 
binantem vWF besteht. 



43. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 bis 42, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen 
mlt einer spezifischen Pl&ttchenagglutinationsaktivitat von min- 
destens 50 U/mg vWF:Ag gewonnen wird. 
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Zusammenfassung 



Beschrieben wird ein stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex, der ins- 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere enth&lt und frei ist: von 
niedermolekularen vWF-Molektilen und proteolytischen vWF-Abbau- 
produkten, sowie ein Verfahren zur Herstellung dieses Komplexes. 



(Figur 1) 



Figur 1: 
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vWF-Mul timer -Analyse vor und nach 
Anionenaustauschchromatographie 



A : +CaCl- 



B: -CaCl- 



B 




M 



a: aufgelostes Kryoprazipitat , 

b: Alu-Uberstand, 

c: nicht -gebunden an Anion-Austauscher, 

d: ISO mM NaCl Eluat +/- 10 mM CaCl 2 , 

e: 200 mM NaCl Eluat, 

f: 400 mM NaCl Eluat. 



A 494/96-1 



Figur 2 : 
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Nachweis von Faktor II in einzelnen Fraktionen 
vor und nach Anionenaustauschchromatographie 



A B C D E F G 



FH — 



A: Faktor II-Standard 

B: aufgelostes Kryoprazipitat 

C: Alu-Uberstand 

D: 180 mM NaCl Eluat 

E: 400 mM NaCl Eluat 

F: 180 mM NaCl/ + 10 mM CaCl 2 Eluat, 

G: 400 mM- NaCl Eluat. 
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Figur 3 : Protein S in den einzelnen Fraktionen 

vor und nach Anionenaustauschchromatographie 



A B C D E F G 

PS.— m 
PS,- f 



A: 


Protein S-Standard 


B : 


auf gelostes Kryoprazipitat 


C: 


Alu-Uberstand 


P : 


180 mM NaCl Eluat 


E : 


400 mM NaCl Eluat 


F : 


180 mM NaCl/+10 mM CaCl 2 Eluat 


G: 


400 mM NaCl Eluat 
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Figur 4 Faktor IX in den einzelnen Fraktionen 

vor und nach Anionenaus tauschchromatographie 



A B C D E 



FIX — 




A; Faktor IX-Standard 

B: aufgelostes Kryoprazipi tat 

C: Alu-Uberstand 

D: 180 mM NaCl/lO mM CaCl 2 Eluat 

E: 400 mM NaCl Eluat 




< < < < < f ( ft f 

'5/9' 



Figur 5 Plasminogen in einzelnen Fraktion 

vor und nach Anionenaustauschchromatographie 



A B C D 

I 



A : Plasminogen-Standard 

B: aufgelostes Kryoprazipitat 

C: 400 mM Eluat Anionen-Austauscher 

D: Eluat Lysin-Sepharose 
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Figur 6 vWF-Mul timer analyse vor und nach Heparin- 
Affinitatschromatographie 




A: Ausgangsmaterial vor Heparin-Af f initat schromatographie , 

B: Faktor VI II/vWF-Komplex Eluat 160 mM NaCl , 

C: Faktor VIII/vWF-Komplex Eluat 230 mM NaCl, 

D: Faktor VIII/vWF-Komplex Eluat 300 mM NaCl 
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Figur 7 vWF-Mul timer analyse von p-vWF und r-VWF vor und nach 
Heparin- Af f initatschromatographie 



A B C D 



A B C D 
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I. p-vWF 



II. r-vWF 



A : p- vWF- Ausgangsmaterial 

B: p-vWF/LMW 

C: p-vWF/MMW 

D: p-vWF/HMW 



A: r-vWF-Ausgangsmaterial 

B: r-vWF/LMW 

C: r-vWF/MMW 

D: r- vWF/HMW 
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Figur 8 Vergleich der B induing von r-vWF/HMW und p-vWF/HMW 
an Plattchen. 

Graphische Darstellung der zugegebenen Menge an vWF und 
Plattchen-gebundenen Menge an vWF. 
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vWF— Plattchenbindung 
Vergleich r— vWF / pd— vWF 
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Figur 9 Bindung von p-vWF/HMW und r-vWF/HMW an Plattchen und 



Mul timer analyse 



A: p-vWF/HMW; 

B: r-vWF/HMW; 

a: Nicht- gebundener vWF ; 

b: Piatt chen-gebundener vWF; 

c: vWF-Ausgangsf raktion nach Af f initatschromatographie . 




